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APORTACIONES SOBRE EL PODER ANTI-
GENICO DE LOS MICROBIOS VIRULENTOS
Y ATENUADOS
Por
J. VIDAL C. Ruiz C. ARROYO C. S. ENRIQUEZ
Antes de entrar a describir y comentar los resultados
de nuestras investigaciones, creemos indispensable de
finir con la mayor claridad posible el significado de poder
antigenico y poder inmunizante, que algunas veces se
confunde en los tratados de inmunologia.
En terminos generales se dice que la introduccion
de una albumina o de un lipoide en el seno de las celulas
vivas provoca siempre una reaccion defensiva que a
veces se traduce por la presencia de anticuerpos y en
ocasiones por la instalacion de un estado inmunitario
frente al cuerpo antigeno heterologo. Pues bien, anti-
cuerpo no siempre es sinonimo de estado de inmunidad,
como tampoco este lo es de anticuerpo.
Los anticuerpos, que para entendernos diremos que
son las substancias mas o menos hipoteticas demos-
trables por las tecnicas de laboratorio que descubrimos
in vitro, existen algunas veces en organismos sensibles
a la accion patogena de ciertos antigenos microbianos.
Por ejemplo : un animal inoculado repetidas veces con
productos tuberculosos muertos tiene en su sangre pre-
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cipitinas, opsoninas, aglutininas, anticuerpos de Bordet,
bacteriotropinas, etc., y, en cambio, no ofrece apenas
resistencia a la actividad patogena del bacilo de Koch.
Un animal inoculado con cultivos de bacilos de mal
rojo no tiene apenas en su cuerpo todas estas inas que
acabamos de enumerar y, no obstante, su sangre tiene
un alto poder inmunizante, o sea, que cura, que mata in
vivo los germenes de la clasica enfermedad roja del cerdo.
Parece, por tanto, que no siempre corre paralela la
propiedad de formar anticuerpos demostrables in vitro,
con la facultad de crear tin estado refractario practica-
mente utilizable.
Ciertamente, lo general, en gran parte de infeccio-
nes, es que la presencia de diversos anticuerpos vaya acom-
panada de inmunidad, y es por esta razon que se utiliza
en clfnica la determination y valoracion de algunos an-
ticuerpos para fines diagnosticos o indices de inmunidad.
Pero en el lenguaje cientffico es preciso determinar
el significado de las expresiones para no confundir los
efectos. Admitidos estos razonamientos, tendremos que
el poder antigenico es la propiedad que poseen los di-
versos cuerpos que conocemos con el nombre de antigenos
de provocar la formacion de valores reaccionales demos-
trables por tecnicas de laboratorio. (Desviacion del corn-
plemento, aglutininas, precipitinas, modificaciones hema-
ticas, etc.) Y el poder inmunizante es la propiedad que
tienen algunos antigenos de crear estados refractarios
frente al poder patogeno de los antigenos microbianos.
El antigeno, bacilo de mal rojo, es elemento poco
apropiado como tal antfgeno; pero, en cambio, es un exce-
lente creador de inmunidad.
Hemos crefdo conveniente pacer estas declaraciones
para que nadie entienda, al hablar de poder de formacion
de aglutininas de nuestros microbios de experimentation,
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que queremos decir que ambos se comportan igual, en
cuanto a su funcion inmunizadora. En nuestro caso
particular es muy diffcil Ilegar a una respuesta experi-
mental sobre esta cuestion, por tratarse de un microbio
que no se maneja muy facilmente en estado de virulencia.
Pues bien, fundados en estos conceptos inmunolo-
gicos, nos propusimos la siguiente hipotesis de trabajo.
Un germen virulento, ttiene mayor capacidad for-
madora de anticuerpos que un hermano suyo perfecta-
mente atenuado?
Teniendo en cuenta que, en general, los microbios
virulentos poseen mayor actividad inmunogena que los
atenuados, era de interes para nosotros ver como se
comportaba el organismo conejo frente a dos antigenos
iguales, diferentes unicamente en su accion patogena.
Utilizamos para nuestros ensayos un bacilo Mallei,
perfectamente virulento en su primer paso, en medio
artificial (patata glicerinada), a partir de pus de vagi-
nalitis del cobayo.
El otro microbio es un Mallei, absolutamente ate-
nuado, que lleva cerca de cinco anos sin pasar por ningun
animal y que ha vivido dos anos en medios biliados, con el
proposito de atenuar definitivamente su poder patogeno.
Es el llamado Alallei 22, que uno de nosotros ha
estudiado detenidamente, llegando a la conclusion de
que ha perdido toda virulencia, aun inyectandole en el
parenquima testicular.
Trabajamos, pues, con dos antigenos microbianos
cuyas caracterfsticas biologicas y morfologicas en los
medios artificiales son perfectamente iguales. Su dife-
rencia (fundamental ciertamente) radica en el poder pa-
togeno para el cobayo y demas animales sensibles.
El medio de cultivo utilizado ha sido el mismo. El
tiempo de permanencia en la estufa, identico; y tanto el
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Formulas leucocitarias proinedios de los
conejos inoculados con Mallei virtilento
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liquido con que se preparo la emulsion como la concentra-
cion de la misma, sensiblemente iguales . Hemos procurado
que less condiciones de nuestra experiencia scan franca-
mente comparables en cuanto a sus resultados.
Yensamos investigar la respuesta organica de nuestras
conejos , frcnte a los dos antfgenos descritos, valiendonos
de la determinacion de su formula leucocitaria y de la va-
loracion de sus aglutininas y anticuerpos demostrables por
la desviacibn del complemento . La unica dificultad que
se nos ofrecio consistia en no power documentos ni cifras
previas pare determiner la f^umula leucocitaria normal de
lox conejos.
Nos fuc preciso fijar una cifra pares ver less oscila-
ciones que experimentaron frcnte a nuestras emulsiones
de Mallei . Las cifras promedias de nuestras determina-







Hemos despreciado less fracciones, sacrificando la
precision. pare toner mimeros redondos y por considerar
suficiente la exactitud obtenida. A estos numeros, pool,
se refiere la linea normal de less graficos de este trabajo
quo indican less variaciones morfologicas de lox elemental
hematicas. Es muy importante advertir que less oscila-
ciones de less formal hematicas no tienen la precision
y la regularidad de otras respuestas organicas, como
padre comprobar quien examine atentamente los graficos
que acompariamos. Para der a lox resultados de less
modificaciones hematicas una caracterfstica aprovechable,
quitandole su hermetismo individual, hemos buscado lox
promedias de cede die trazando con epos less lineal de
lox graficos r y 2.
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Hasta aquf la exposition de nuestras ideas experimen-
tales y los detalles mas importantes de nuestras tccnicas.
Veamos ahora los resultados obtenidos y las conse-
cuencias que de los mismos pueden desprenderse.
FORMULA LEUCOCITARIA
Con el germen virulento hemos obtenido modifica-
ciones clarfsimas hacia un aumento de polinucleares (co-
nejos nums. 6o, 59 y 56), modificaciones discretas (num. 51)
y casi insensibles (ndms. 52 y 53). Pero observando la
curva de los promedios - grafico i -- se ve claramente
que a los ocho dias aparece un aumento sensible de po-
linucleares, que baja al reinocular la emulsion microbiana,
para volver a subir a los cuatro dias. Luego comenta-
remos esta reaccion precoz.
En los conejos inoculados con Mallei 22 (germen
avirulento), la reaccion polinuclear se manifiesta mejor,
pues excepto en los conejos 48-49, en los demas es de
una alta proporcion.
El mismo fenomeno se observa a la reinoculacion.
O sea que aparece mas rapidamente la proliferacion po-
linuclear. Este hecho creemos que tiene facil explica-
cion. Los polinucleares que encontramos en la sangre
circulante aumentan su numero cuando las necesidades
locales (punto de inoculacion) no exigen alli su presencia
para los fines de bacteriofagia o de limpiadores de cuerpos
extranos, que es preciso eliminar del seno de los tejidos.
Es por este mecanismo por el que la primera inoculacion
demuestra sus efectos en la sangre circulante a los ocho
o diez dias, porque durante este tiempo se acumularon
en el foco para luego reintegrarse a la circulation general.
En ]a segunda inoculacion reaccionan mas rapidamente
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por un proceso normal de inmunidad que supone un
aprendizaje en la funcion leucocitaria, por el cual estos
elementos se desembarazan con mas facilidad y rapidez
de los elementos extranos, que en este caso son los mi-
crobios inoculados. Apoya nuestra manera de ver la
presencia, en algunos conejos, de polinucleares que se
tinen mal por el metodo de Papenheim, con vacuolas,
nticleos destrufdos y otras manifestaciones de muerte
celular o indicios de su lucha con los germenes. Estas
formas de destruccion solo aparecen a los seis u ocho
dfas, epoca en que toca ya a su fin la accion activa de
cstos elementos hematicos.
Por lo tanto, nuestros conejos han reaccionado de
una manera normal ante el antfgeno de Mallei. Varios
investigadores han demostrado que el microbio del
muermo provoca una reaccion del mismo tipo.
En cuanto a la diferencia entre los dos antfgenos
(virulento y avirulento) no es muy acusada, tomando
como elemento comparativo las graficas de promedios.
En ambas se observa un aumento claro en el mimero
de polinucleares. La t nica diferencia manifiesta se
aprecia en el fenomeno de la reinoculacion que en el
avirulento va precedido de shock leucocitario o, meior,
polinuclear, y podria explicarse por la rapidez de fijacion
en el foco, lo cual producirfa incidentalmente una baja,
para luego remontarse al verse libre de su cometido local.
Sin querer dar a nuestras cifras un valor demasiado
absoluto y sin entusiasmarnos con la claridad de la gra-
fica ntim. r, pensamos se puede admitir que ambos an-
tfgenos provocan una reaccion igual que tiende a un
aumento claro del ntimero de polinucleares. La atenua-
cion de nuestro Mallei 22 no ha modificado la propiedad
i ntrfnseca del bacilo del muermo de producir su reaccion
caracterfstica sobre la formula leucocitaria.
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VARIACIONES OBSERVADAS EN
LA FORMULA LEUCOCITARIA

























(15-VIII-32 82 4 2 4 8
22-VIII-32 50 5 5 6 18 14 r
24-VIII-32 70 3 4 4 12 4
26-VIII-32 64 2 2 7 8 to 3
47
29-VIII-32 65 5 5 1 3 9 5
31-VIII-32 47 2 4 43
2-IX-32 61 6 13 9 2
5-IX-32 78 3 5 4 1 4 4
15-VIII-32 91 4 2
22-VIII-32 75 5 2 I S
24-VIII-32 82 2 4 5 3
26-VIII-32 51 2 3 20 12 9
50
29-VIII-32 66 3 10 8 12
31-VIII-32 43 12 8 6 12 12 4
2-IX-32 91 I 5 1 I I
5-IX-32 63 1 7 3 4 5 14
I. No es posible diferenciar los nlicleos de los polinucleares, porque no
poco teiiidos.
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se tiiien. Granulaciones dispersas. Algo parecido en los bas6filos. Los linfocitos
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CONI;JO N.° 47
inoculado Mallei avirulento (M. 2z)
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CONEJO N.° 49
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CONEJO N.° 50
inoculado Mallei avirulento (Al. 22)
1w




252 Publications de l'Institut d'Estudis Catalans
Conejos inoculados de primera intenci6n el dia 15 de agosto, con






Linfo- Micro- Mono- _
-,-.
__--
d3mero de sangre citos citos citos De De De De De
1 nucleo 2 nucleos 3 nucleos 4n6cleos 5 nucleo
15-VIII-32 81 - 4 4 4 3 1
22-VIII-32 66 8 I I
-
- 10 7 7
24-VIII-32 77 1
- 3 7 7 1
26-VIII-32 65 5 2 - 1 7 12 5
29-VIII-32 66 10 12 - 4 6 1 -
31-VIII-32 58 5 10 - 4 13 5 I 2
2-IX-32 65 6 4 - 2 6 9 6
48 5-IX-32 51 6 I - 3 9 19 10
7-IX-32 40 - 3 2 6 20 18 8
I0-IX-32 81 - 8 - - 6 4 -
12-IX-32 62 8 5 - 6 8 7 4
14-IX-32 I 64 4 5 - 5 12 7 2
16-IX-32 50 - 2 I 10 12 II 10
19-IX-32 45 3 - - 8 13 13 13
21-IX-32 8 43 8 - 16 14 9 2
15-VIII-32 77
- 2 4 7 3 5
22-VIII-32 57 10 3 1 1 12 9 5
24-VIII-32 64 6 2 I 3 12 6 1
26-VIII-32 54 - 12 - 6 21 2 -
29-VIII-32 63 15 8 - 3 6 3 -
31-VIII-32 79 4 9 - 3 2 - -
2-IX-32 6z 2 5 1 8 5 7 6
49 5-IX-32 63 1 7 1 3 4 5 14
7-IX-32 67 5 2 - 4 13 5 I
10-IX-32 64 2 12 1 2 7 6 3
I2-Ix-32 70 3 5 - 2 4 7 7
14-IX-32 50 2 5 - 10 9 14 7
16-Ix-32 56 4 4 - 6 12 10 4
19-IX-32 56 11 7
-
5 6 5 8
( 21-Ix-32 22 3 - I 28 30 13 3
I
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I,ote II
a cc. de Mallei aa, y reinoculados con 3 cc. del mismo germen
septiembre
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Linfo - Micro- Mono-
ntimero de sangre citos citos citos De De De De De
1 n oleo 2 nbcleos 3 ndcleos 4 nticleosI nUcleo
(•15-VIII-32 83
- 3 - 3 2 2 5
22-VIII-32 75 5 2 - 1 8 2 5
26-VIII-32 54 9 6 - 5 15 9 1
51 { 29-VIII-32 65 1 14 1 4 9 -
31-VIII-32 55 7 13 - 3 4 - -
2-IX-32 76 9 3 - 2 6 3 -
5-IX-32 62 1 2 5 ^ ^ - - 3 7 8
15-VIII-32 69 - 5 - 5 II 3 5
22-VIII -32 50 30 I 1 5 II
I
- -
24-VIII-32 79 4 2 - 2 6 4 -
26-VIII-32 63 4 7 - 4 13 7 -
52
29-VIII-32 61 4 14 - 1 8 7 -
31-VIII-32 70 2 II - 2 1 - 4
2-IX-32 72 I 3 - - 7 6 8
L 5-IX-32 67 7 2 - - II 7 4
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Lote III
















I - I - - - 100
- - -- - 2 - 100
- I - - - - 100
- 6 - - - - I00
- 5 - 13 - - 1 00
I - - - - - 100
2 - - - I - I00
- - - - 2 - I00
Ndcleos polinucleares borro-
- - - - 2 - 100
sos.
2 I - - - - 100
I I - - - - 100
I 3 I - - 'i - 100
1 2 - 6 - I 100 Presencia de bemoblastos.
- 3 I - - - 100
I - I - - - zoo
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Conejos inoculados de ^irimera intenci6n el dia zs de agosto, con
el dia ^ de
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I,ote IV
a cc. de Mallei cobayo, y reinoculados con 3 cc. del mismo germen
septiembre
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citos citos De De De De De
1 ndicleo 2 nUcleos 3 nucleos 4 n5cleos 5 ndcleo
-
6 i 4 14 3 -
8 io - 1 3 i8 10 7
- 4 6 i6 25 10 3
6 7 1 16 i6 6 4
2 3 - 14 16 24 10
- 16 - 4 13 5 7
2 - - 11 10 9 3
- 13 1 8 10 7 1
3 6 5 17 22 12 5
- 9 1 10 18 1o 3
8 6 3 12 15 6 4
10 5 - 7 15 5 1
2s 'A - 6 20 7 -
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Lote V

















I ! I - - - - 100
- 2 - - - - 100
- I - - - - 100
I I 100
- - j - - - - - Anulada.
- 2 - - - - 100
- 4 - - - - 100
6 3 I - - - 100
- I - - - - 100 Pseudoeosin6filos destruldos.
Menor destrucci6n de polinu.
- 3 - - - - 100 cleares.
I 2 - - - - 100
- 6 - - 2 - I00
3 3 - - - - 100
I d - - - - 100
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CONEJO N.° 57
inoculado Mallei avirulento (M. 22)
111illif 111111
I I IANI 10,
x r
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inoculado Mallei avirulento (M. 22)
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Conejos inoculados de primera intention el dia
Fecha
Indite de Arneth
Conejo Linfo- Micro - Mono-
de la toms
nimero de sangre citos citos citos De Dc De Do De
1 ndcleo 2 nCcleos 3 mlcleos 4 ndcleos 5 nilcleos
7-IX-32 57 9 4 - 2 8 7 8
I0-IX-32 53 7 - 'i 2 14 15 6 -
12-Ix-32 36 7 3 1 12 24 15 1
59 < 14-IX-32 34 4 5 - 4 23 17 8
16-Ix-32 58 - 4 1 15 10 8 3
19-IX-32 42 9 3 -' 11 19 10 4
121-IX-32 64 10 2 - 6 9 7 2
7-Ix-32 50 2 7 1 3 13 12 7
10-IX-32 33 10 5 - 7 15 15 10
12-Ix-32 29 - 12 2 17 21 13 2
60 < 14-Ix-32 24 -- 5 2 24 20 19 4
16-IX-23 36 1 3 1 16 27 10 3
19-Ix-32 34 11 2 - 17 19 11 3
(2I-IX-32 35 10 d -. Id II 7 S
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Lote VI




















I - - - - - 100
I
- - - -
-
100
Destruction de polinucleares.I 3 1 - - - 100
I
- - - -
-
100
2 - - - - - 1100
- - - - - - 100 Anisocitosis y poiquilocitosls,
2 - 2 - - - 100
- 5 - - - - 100
1 3 - - - - 100
2 - - - - - 100
1 2 - - - - 100
-_ 3 - - - - 100
Gran destrucciOn de gl6buloi
- c - - - - 100 roios.
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INVESTIGACI6N DE AGLUTININAS
Hemos utilizado un antfgeno iinico, el Mallei 22, por
ser mas manejable en raz6n de su inocuidad y por haber
visto en investigaciones anteriores que se comporta igual,
frente a sueros de diversos animales muermosos , que las
emulsiones de gcrmenes virulentos. Utilizamos emul-
siones frescas , porque su especifidad y su sensibilidad
es superior a las diluciones de malefnas , que siempre son
un producto impuro, por contener mayor cantidad de
protefnas extranas , procedentes de los medios de cultivo.
Puestas en contacto la's diluciones de suero con emul-
siones microbianas , son colocadas a la estufa a 37° y
leidos los resultados a las veinticuatro horas.
Hemos repartido las experiencias en tres lotes,
A. B. C.
En A, hemos agrupado los conejos que son inocu-
lados por primera vez; en B, los resultados de la reino-
culaci6n en algunos de los mismos, y en C, un nuevo
lote que tiene el valor de comprobaci6n de los anteriores.
Los resultados son faciles de comentar.
En el grupo A, la cifra maxima es alcanzada por
los conejos inoculados con Mallei 22. En el grupo B, los
inoculados con Mallei virulento presentan un tftulo su-
perior. En el grupo C, los resultados son practicamente
iguales. Se observa un fen6meno parecido al comentado
al tratar de la f6rmula leucocitaria . A la primera ino-
culaci6n la curva de aglutininas no alcanza su maximo
hasta once dias despues de inoculados. Mientras que on
los reinoculados , en raz6n posiblemente a fen6menos de
inmunidad , la cifra mas alta es ya alcanzada a los cinco
dias.
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Sea como sea, si sumaramos las cifras obtenidas
por los tres grupos, alcanzariamos una igualdad casi ma-
tematica (8,ooo unidades para los dos antigenos). Por
lo tanto, tambien en esta experiencia comprobamos un
identico poder para la formacion de aglutininas.
LA DESVIACION DEL COMPLEMENTO
Para estas experiencias nos hemos servido de los
sueros de nuestros conejos, previamente inactivados y
diluidos. Utilizamos una tecnica cuantitativa, cual es la
de Calmette y Masol, modificacion Matthis y Labougle.
Como antigeno empleamos una emulsion fresca de Ma-
llei 22. En otras investigaciones anteriores habiamos
visto tambien que los sueros de caballo y asno muermoso
reaccionaban igual ante un antigeno preparado con
Mallei virulento o con nuestro Mallei 22.
La observacion de nuestras graficas de promedios y
los resultados individuales dicen claramente que nuestro
Mallei 22 no ha perdido en absoluto la facultad de pro-
ducir anticuerpos demostrables por la desviacion del com-
plemento. Se nota mas bier un aumento claro en favor
del antigeno atenuado en los ensayos correspondientes
al grupo A. Acaso pueda achacarse a una mayor espe-
cificidad de elementos, pues no hemos de pretender que
todavia sea mayor el poder de los microbios atenuados
que el de los virulentos. En buena logica nos podemos
contentar con que sea igual.
Tambien aqui se observa en los conejos reinocu-
lados, correspondientes al grupo B, unos titulos de
unidades de anticuerpos, francamente superiores a los
de los conejos que podriamos llamar controles de ex-
periencia (grupo C), y a las cifras obtenidas en los
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mismos animales cuando se sometieron a la primera
inoculacion.
Como en todas nuestras experiencias que acabamos
de describir, coinciden las reacciones on intensidad y
rapidez. Este fenomeno se presta a teorizar un poco y
no sabemos resistir a la tentacion de intentar explicarlo,
siguiendo la mas pura ortodoxia biologica.
Mientras los gcrmenes permanecen en su foco de
inoculacion, vemos que la formula leucocitaria no es
modificada grandemente, y solo al tener lugar la emi-
gracion de los elementos hematicos al torrente circula-
torio con su acompanamiento de elementos destrufdos y
enfermos, lo que significa lisis de estas celulas, obser-
vamos coujuntamente la aparicion de las cifras mas ele-
vadas de anticuerpos. Y, reflexionando sobre estos
hechos experimentales, no diremos nada nuevo si pen-
samos que los anticuerpos que valoramos in vitro han
sido trasladados al torrente circulatorio por los leuco-
citos al entregarle su propio organismo, producto del
metabolismo de los elementos del antigeno por los fer-
mentos celulares. En nuestro caso particular puede sos-
pecharse que los anticuerpos han sido fabricados en el
seno del protoplasina leucocitario y que este, por su
catabolia o por su lisis, los abandona al medio interno,
donde los descubrimos con nuestras tecnicas de labora-
torio. La coincidencia de valores observados nos lleva
racionalmente a pensar en la teoria de Metclinikoff para
explicar los hechos. De todos modos, nada tiene de
particular, pues una teoria inmunitaria no es un meca-
nismo universal, sino un aspecto parcial de los compli-
cados fenomenos inmunologicos. En el caso que estu-
diamos, bien podrfa ser este clasico fenomeno el origen
de los anticuerpos demostrables por los artificios de la-
boratorio.
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CONCLUSIONES
De nuestras investigaciones se deduce que la ate-
nuacion no modifica Para nada el poder de formar anti-
cuerpos ni de producir alteraciones en la formula leuco-
citaria. Para el caso concreto del microbio del muermo,
no parece existir en el protoplasma microbiano subs-
tancia alguna que demuestre una propiedad distinta,
segun se trate de germenes en plena virulencia o bien
de germenes absolutamente privados de todo poder pa-
togeno. El organismo conejo, al cual fueron inoculados
nuestros antigenos, reacciono de una manera sensible-
mente igual ante las emulsiones de germenes virulentos
o atenuados, muertos per el calor a 60° durante una
hora.
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